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した pKacnを使用した．宿主菌は Escherichia coli JM
109を使用した．大腸菌の培養は LB培地（１ polype-
ptone，0.5 yeast extract，１ NaCl，pH7.4）を用
い，37℃で行った．pKK223-３及び pKacnを保有する
E. coli JM 109を培養する際は，アンピシリンを終濃度
50 / となるように添加した．誘導物質として IPTGを
使用し，終濃度１mM になるように培地に添加した．
アコニターゼ遺伝子のクローニング





















終濃度0.5 / となるように10㎎/ 臭化エチジウムを添
加した．DNA試料には１/10容量の loading buffer（１











酵素タンパク質の定量には Bio-Rad protein assayを




精製は全て４℃で行った．E. coli JM 109/pKacn を
LB液体培地５ で前培養を行い，培養菌体を集菌し，滅







液を獲得した．次に BufferA で平衡化した DEAE-
Toyopearl650Ｍ（φ2.0×８，約80 ）に供し，同緩衝





した．タンパク質の染色は Coomassie Brilliant Blue G
-250，10 酢酸を含んだ45 メタノール溶液で行った．
ゲルろ過による分子量決定
使用担体として Sephacryl Ｓ-300High Resolution
（Amersham Biosciences）を使用した（φ2.5×100，約
500 ）．マーカータンパク質は LMW GEL FILTRA-
TION CALIBRATION KIT（Pharmacia Blotech）を
使用した（Tyroglobulin 669,000Da,Aldolase158,000
Da,Ovalbumine43,000Da）．これらを750 の１mM ク
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Fig.1  A:Restriction map of the BamHI fragment of pLWD1 containing aconitase gene (acn).B:Nucleotide sequences of acn,
icd,and the 5’-part of the putative succinyl-CoA synthaseβ-subunit gene (sucC).












571は Met，Pro 580は Ala に対応していることが確認
された．また古細菌である Sulfolobus tokodai strain７，









E. coli JM 109/pKacn の菌体８ を用いて酵素精製
Table  Purification of aconitase from A.thiooxidans
 
Total activity  Specific activity  Total protein  Yield  Purification index
(U) (U/mg) (mg) (％) (fold)
Crude extract  1106  0.9  1223  100  1
 
DEAE-Toyopearl 650 M  166  6.1  27.6  15  6.8
 
Fig.2  Sequence alignment of A.thiooxidans and pig-heart aconitase.Asterisks indicate active site residues assigned in pig
 
heart aconitase.







































Fig.4  Effect of pH on enzyme activity and stability.
(A)Enzyme activity was measured in the following buffer.;90 mM Acetate-NaOH (pH 3.0-5.0);90 mM potassium phosphate
(pH 6.0-7.5); 90 mM Tris-HCl (pH 8.0); 90 mM Glycine NaOH (pH 9.0-10.0). (B) Enzyme activity was measured after
 
incubation of the enzyme at the indicated pH and at room temperature for 60 min in the following buffer;50 mM Acetate
-NaOH (pH 3.0-5.0);50 mM potassium phosphate(pH 6.0-7.5);50 mM Tris-HCl (pH 8.0);50 mM Glycine NaOH (pH 50-10.
0).
Fig.3  SDS-PAGE (12％) of fractions from the aconitase
 
preparation.
lane 1:BenchMark protein ladder;lane 2:crude extract;




650 M).Protein was 10μg in each lane.
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て，活性測定を行った．精製酵素は１mM クエン酸を含




















Fig.5  Effect of temperature on enzyme activity and stability.
(A)Enzyme activity was measured in a 2 ml reaction mixture containing 1.8 ml 90 mM Tris-HCl (pH 8.0),0.1 ml 30 mM
 
D-Isocitrate,and 0.1 ml enzyme solution at various temperatures.(B)The enzyme activity was measured after incubation
 
of the enzyme at various temperatures.
Fig.6  Effect of various metal ions in activation of inactivat
 
ed aconitase.
The inactivated enzyme was measured after incuba
 
tion in 14 mM L-Cysteine and the following 1 mM
 
various metal ions; Fe(NH?)?(SO?)?, MgSO?・7H?O,





Table 2  Substrate specificity of A.thiooxidans aconitase
 
Substrate  Relative activity(％)
DL-Isocitric acid  100
 
Citric acid  73
 
DL-3-Isopropyl malic acid  0
 
D-Malic acid  0
 
L-Malic acid  0
 
DL-Malic acid  0
 
D-Tartaric acid  0
 
L-Tartaric acid  0
 
Table 3  Comparison of properties  of A. thiooxidans
 










pH stability  6.0-9.0  5.5-8.0
 




Optimum temp. 60°C ＞70°C
 
K m Value(mM) citrate ― 1.36
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